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研究成果の概要（和文）：CaMKIIは脳の神経細胞に存在し、記憶の形成に重要な役割を果たす。CaMKIIは12量体
を形成し、Ca2+の高頻度刺激を積算（記憶）することができるため、多量体構造の中に“記憶の分子メカニズ
ム”が隠されていると考えられてきたが、その詳細は不明であった。本研究は、CaMKIIに高速原子間力顕微鏡
(高速AFM)を適用し、CaMKIIのハブドメインが信号を積算するために強力な分子集合能力を持つこと、キナーゼ
ドメインが１２量体構造を制御すること、さらに、２つを繋ぐリンカー部分の柔軟性が、CaMKIIの活性化に重要
であることを実験的に示し、記憶の分子メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：CaMKII is enriched in neurons and plays an important role for learning and 
memory. Because CaMKII forms 12-mer holoenzyme that responds to the frequency of the activating 
signal of Ca2+, an assembly of CaMKII oligomers could be a key element of a molecular mechanism of 
learning and memory. However, there is no direct evidence that a formation of CaMKII oligomer 
relates to a memory mechanism. 
HS-AFM movies of CaMKII showed solid structures and fluctuated globular structures. By using 
truncated CaMKII, solid and globular structures were assigned to hub and kinase domains, 
respectively. Interestingly, 14-mer ring structures were observed in the truncated CaMKII, while 
12-mer structures were observed in full-length CaMKII. These results suggest that hub domain has a 
strong assemble ability, while kinase domain regulates an oligomeric structure of CaMKII. 
Furthermore, HS-AFM revealed that a flexibility of a linker region is important for the activation 
of CaMKII.
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１．研究開始当初の背景 
脳機能における記憶・学習の分子メカニズム
解明はライフサイエンスにおいて重要な研
究課題の１つである。特に、カルシウム/カル
モジュリン依存性プロテインキナーゼ II（以
下, CaMKII）は、薬理学実験や遺伝子欠損マ
ウスの実験により、“記憶分子”と考えられ
ており、これまでに様々な研究が行われてき
た。CaMKII は Ca2+/カルモジュリン（以下, 
CaM）の結合により活性化し、隣接するサブ
ユニットのリン酸化（自己リン酸化）を起こ
し、様々なタンパク質のリン酸化を調節する。
2011 年に解かれた結晶構造によると、
CaMKIIは 12量体（6量体リングが 2つ積層
した構造）を形成し、不活性状態では、CaM
結合部位が内部に格納された構造をとるこ
とが報告された [1]。しかし、CaMKIIが Ca2+

の高頻度刺激に応答し、その信号を積算（記
憶）するためには、活性化状態にあるサブユ
ニットが不活性化状態に戻る前に、別のサブ
ユニットが活性化する必要がある、つまり、
多量体構造に信号を積算できる理由がある
のだろうと推測されてきたが、その詳細なメ
カニズム（12量体内のサブユニット間での協
同的効果など）は全くの不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は“記憶分子 CaMKII”の Ca2+/CaMの
結合に伴う構造変化を高速原子間力顕微鏡
（高速 AFM）で直接可視化し、高頻度刺激に
履歴応答する分子メカニズムを明らかにす
ることが目的である。高い空間分解能と時間
分解能を併せ持つ高速 AFMを用い、12量体
を構成するサブユニットが、どのタイミング
で構造変化（活性化状態）を起こし、同時に、
どこのサブユニットが元の状態へ戻る（不活
性化状態）のかといった CaMKIIの動的な構
造情報を得る。 
 
３．研究の方法 
(1) HEK293 細胞を用いてラット由来の
CaMKII (CaMKIIα) を発現し、6x Hisタグで
単離・精製する。最初に、CaMKIIα の高速
AFM 画像に現れるハブドメインとキナーゼ
ドメインを明確にするため、ハブドメインだ
けを発現した CaMKIIα-Hubの高速AFM観察
を行う。 
 
(2) Ca2+/CaMが結合していない不活性化状態
の全長 CaMKIIαに対して高速AFMを適用し、
キナーゼドメインの動態を可視化する。特に、
12 量体中のどこのサブユニットが特異的に
動くのか、もしくは、ランダムに動くのかを
明らかにする。 
 
(3) Ca2+/CaM結合に伴うキナーゼドメインの
動的構造変化を可視化し、12量体内の協同的
効果を明らかにする。Ca2+/CaMは CaMKIIの
ハブドメインとキナーゼドメインの間のリ
ンカ―領域に結合するので、Ca2+/CaMの結合

に伴う、リンカ―領域の動態に着目する。さ
らに、CaMの濃度を変えることで協同的効果
の有無を検証する。具体的には、高速 AFM
画像から、Ca2+/CaMが結合したキナーゼドメ
インの分子数をカウントし、12量体内の、ど
このサブユニットがどのタイミングで構造
変化を起こすのか？構造変化を起こす順番
は 12量体内で均一なのか？を明らかにする。
さらに、EDTAを添加することで、Ca2+/CaM
を CaMKIIαから解離させ、キナーゼドメイン
の動態が、不活性化状態へ戻るのか、コント
ロール実験も行う。 
 
４．研究成果 
(1) 最初に、CaMKIIαを HEK293細胞で発現
し、6x Hisタグのみで精製した試料を用いて
高速 AFM 観察を行った。ところが、試料の
精製度が低く、AFM基板上には CaMKIIα以
外の物体が数多く観察された。そこで、6x His
タグに加え、Flag タグを付加し、2 段階の精
製を行ったところ、高純度な CaMKIIαの生成
に成功し、直径 15 nm、高さ 10 nm程度のリ
ング構造と、それを取り囲む球状構造を観察
することができた（図１右図）。ここで、ハ
ブドメインのみを発現した CaMKIIα-Hub の
高速 AFM 観察を行ったところ、リング構造
だけが観察され、周りを取り囲む球状構造は
観察されなかった（図 1 左図）。この結果か
ら、高速 AFM 画像に現れるリング構造はハ
ブドメイン、球状構造はキナーゼドメインに
由来すると結論付けた。興味深いことに、ハ
ブドメインのみを発現した CaMKIIα-Hubは、
7 つのサブユニットがリング構造を形成し、
そのリングが上下に重なったダブルリング
14量体構造を形成するが、キナーゼドメイン
まで含む全長 CaMKIIαでは、6つのサブユニ
ットが上下に重なったダブルリング 12 量体
構造を形成することが分かった。これは、ハ
ブドメインはサブユニット同士を強力に集
合させ 14量体を最安定構造にしようするが、
キナーゼドメインによって、最安定構造が 12
量体へと変化するという多量体構造におけ
るアロステリック効果を強く示唆する結果
である。このようなアロステリック効果は、
これまでに報告がなく、研究当初予期してい
なかったことであり、今後は、このアロステ
リック効果を生み出す CaMKIIα の構造的な

 
図１ CaMKIIα-Hub（左図）と全長 CaMKIIα（右図）
の高速 AFM 画像。１秒間に１枚のフレームレートで
高速 AFM観察を行った。真ん中のリング構造がハブ
ドメイン、その周りを取り囲む球状構造がキナーゼド
メイン（白矢印）。キナーゼドメインは、ハブドメイ
ン方向へ伸縮するようなダイナミックな動きが観察
された。 



要因を研究する予定である。 
 
(2) 全長 CaMKIIαに対し、観察バッファーの
塩濃度を検討することで、CaMKIIα と AFM
基板との吸着をコントロールし、キナーゼド
メインとリンカー領域の柔軟な揺らいだ構
造を可視化することに成功した（図２）。こ
のキナーゼドメインの揺らぎは、多量体を構
成するサブユニットに特異性はなく、全くの
ランダムであるように見える。さらに、
CaMKIIαの阻害剤, KN-93を観察バッファー
に添加し高速 AFM 観察を試みたところ、柔
軟なキナーゼドメインとリンカー領域が固
い構造に変化することを見出した。KN-93は
Ca2+/CaMの結合を阻害するため、キナーゼド
メインとリンカー領域の柔軟な構造が、
Ca2+/CaM の結合に重要であることが示唆さ
れた。 

 
(3) 次に、観察バッファーに Ca2+/CaMを加え、
Ca2+/CaM の結合に伴う CaMKIIα の構造変化
を可視化することを試みた。いくつかの高速
AFM動画には、Ca2+/CaMが、CaMKIIαのリ
ンカー部位に結合する様子が観察されたが、
現状では、実験回数を増やし再現性を取る必
要がある。また、結合する Ca2+/CaM の濃度
を変え、12量体内の協同的効果の検証も、同
様に、再現性をとる必要がある。本研究課題
は、今後も引き続き行う予定である。 
 
これらの高速 AFM観察から、CaMKIIαの信
号積算分子メカニズムを考察する。まずハブ
ドメインは、信号を積算するための強力な分
子集合能をもち、12 か 14 量体の安定なダブ
ルリング構造を形成する。キナーゼドメイン
は Ca2+/CaM の結合と、他の分子をリン酸化
する働きを持つが、CaMKIIαの多量体構造を
12量体へと制御する。また、キナーゼドメイ
ンとリンカー領域は柔軟で揺らいだ構造で
あり、この揺ぎは、Ca2+/CaMの結合に重要で
あることが分かった。おそらく、常に揺らい
だ構造をとることで、Ca2+/CaMの結合を促進
すると考えられる。また、キナーゼドメイン
の揺らぎは、多量体内のサブユニットにおい
て、完全にランダムであるので、Ca2+/CaMの
結合には、協同的効果はないと考えられる。
しかしながら、今後も本研究を続け、
Ca2+/CaM の結合に伴う CaMKIIα の構造変化
を明確に可視化し、12量体内に潜む協同的効
果の有無をさらに詳細に検証する。 
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